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摘要 : 采用 氢 氧 化 钠 - 氧 乙酸 的 化 学 反应 体系 制备 羧 甲 基 化 肠 游 苦 多 糖 ， 以 获得 不 同 取代 度 的 羧 甲 基 化 肠 浒 
苦 多 糖 。 取 代 度 的 大 小 受 氧 氧 化 钠 浓 度 、 反 应 温度 和 反应 时 间 的 影响 。 当 氧 氧化 钠 浓度 20%、 反 应 温度 60°C, 
反应 时 间 3h 时 ， 得 到 羧 甲 基 化 的 最 大 取代 度 为 0.781。 通 过 体外 抗 氧 化 来 评价 不 同 羧 甲 基 化 肠 洲 基 多糖 的 
抗 氧 化 活性 。 当 羧 甲 基 化 肠 浒 苦 多糖 的 浓度 为 1.6 mg * mL 时， 羧 甲 基 化 肠 游 苦 多 糖 清除 羧 自由 基 超 、 氧 
阴离子 自由 基 的 能 力 分 别 为 44.45%、51.98%, 其 清除 DPPH 自由 基 清 除 率 和 还 原 能 力 分 别 为 16.75%、0.4576。 
与 修饰 前 的 相 比 羟基 自由 基 、 超 氧 阴 离子 的 清除 能 力 均 较 有 大 幅度 提高 ， 羧 甲 基 化 修饰 对 肠 洲 苦 多 糖 的 
DPPH 自由 基 和 还 原 力 有 减弱 作用 。 以 上 结果 表明 ， 羧 甲 基 化 修饰 引起 的 肠 浒 苦 多 糖 的 结构 变化 可 提高 其 
抗 氧化 活性 。 
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Carboxymethylation Modification and Antioxidant Activity 


of Enteromorpha intestinalis Polysaccharides 
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Abstract: Enteromorpha intestinalis polysaccharides carboxymethylation (EIPC) were made in 
the NaOH-chloroacetic acid chemical reaction system to obtain carboxymethylated gut 
polysaccharides with different degrees of substitution. The degree of substitution was affected by 
the sodium hydroxide concentration, the reaction temperature and the reaction time. When the 
sodium hydroxide concentration was 20%, the reaction temperature was 60 °C, and the reaction 
time was 3 h, the maximum degree of substitution for carboxymethylation was 0.781. The 
antioxidant activity of different Enteromorpha intesinalis polysaccharide carboxymethylation was 
evaluated by in vitro antioxidant. At the concentration of EPIC was 1.6 mg * mL'!, the scavenging 
activity to hydroxyl free radical and superoxide anion free radical were 44.4596 and 51.9896, the 
ability of scavenging DPPH free radical and reducing ability were 16.75% and 0.4576. Compared 
with the pre-modification, the scavenging ability of hydroxyl radicals and superoxide anion was 
greatly improved, and the carboxymethylation modification had a weakening effect on DPPH free 


收 稿 日 期 : 2018-07-03 

EXE: 国家 自然 基金 (31200260; 广西 科学 基金 (2014GXNSFBA118134) [Supported by the National 
Natural Science Foundation (31200262; Guangxi Science Foundation (2014GXNSFBA118134) ]. 

作者 简介 : 李霞 (1981 - )， 女 ， 黑 龙 江 後 东 市 人 ， 博 士 ， 副教授， 主要 从 事 生物 大 分 子 的 结构 和 生物 活性 的 
IHI, (E-mail) biology754@ 163.com。 


* 通 信 作 者 : 周 玉 恒 ， 副 研究 所 员 ， 研 究 方向 主要 为 木质 纤维 及 其 多 糖 的 开发 利用 ，(E-mail) 
qinqin6379(3)126.com. 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


radicals and reducing power of polysaccharides. The above results indicate that the structural 
changes of the polysaccharides caused by carboxymethylation can increase its antioxidant activity. 
Key words: Enteromorpha intestinalis, polysaccharide, carboxymethyl modification, substituting 
degrees, antioxidant activity 


浒 苔 是 一 种 大 型 的 绿营 ， 具 有 较 大 经 济 价值 ， 民 间 称 苔 条 、 海 苦 ， 为 绿 藻 门 石 毕 目 石 纯 
科 植 物 。 游 苦 属 在 全 世界 范围 内 ， 已 经 发 现 的 有 约 有 40 种 ,我 国 约 有 11 种 ,我 国 的 品种 主 
要 有 小 管 浒 苦 、 肠 浒 苦 、 条 浒 营 、 扁 洲 苦 等 四 种 ， 都 是 生长 在 潮湿 地 带 〈 孙 士 红 ，2007)。 
浒 苦 藻 体 晾 干 或 风干 后 可 以 作为 中 草药 使 用 ， 也 可 以 做 成 食品 ， 或 者 加 工 成 饲料 。 游 苦 中 营 
养 成 分 种 类 多 , 含量 丰富 , 含有 人 体 必 需 的 维生素 、 氨基 酸 、 多 种 矿物 质 和 脂肪 酸 ( 吴 交 等 ， 
2013) 。 洲 苔 多 糖 具 有 多 种 生物 学 活性 ， 现 有 的 文献 报道 了 其 活性 作用 主要 体现 在 抗 氧化 、 
免疫 调节 、 降 血脂 和 抗 肿瘤 等 方面 (Kim etal, 2011; 石 学 连 等 ，2009; Jiaoetal, 2009; 
林 文 庭 和 张 智 芳 ，2009; 陈 芳 容 等 ，2012; Lietal, 2013; Jiaoetal, 2010). 

对 多 糖 进行 合理 的 化 学 修饰 可 以 改变 多 糖 的 生物 活性 (Wang etal，2013)。 目 前 ， 对 多 
糖化 学 修饰 或 分 子 修饰 的 常见 方法 分 为 化 学 法 、 物 理 法 和 生物 法 ， 其 中 ,在 生产 中 应 用 得 使 
用 较 多 的 一 种 处 理 方法 是 羧 甲 基 化 〈 申 林 卉 ，2013 )。 研 究 表明 ， 多 糖 经 过 羧 甲 基 化 修饰 处 
理 后 , 可 以 显著 提高 其 水 溶性 , 并 且 其 生物 活性 得 到 显著 增强 , 或 者 被 赋予 了 新 的 生物 活性 。 
Parvathy et al (2005) 报道 了 羧 甲 基 化 半 乳 -甘露 聚 糖 的 游 解 度 显著 提高 。 王 雁 等 人 〈2000) 
通过 修饰 得 到 羧 甲 基 化 虎 奶 多 糖 ， 虎 奶 多 糖 几 乎 不 溶 于 水 ， 修 饰 后 的 溶解 性 最 高 可 达 30 
mg .mL 以 上 ， 大 大 增加 了 机 体 对 其 的 吸收 率 ， 且 修饰 后 的 多 糖 对 Fe?- VC 引起 的 大 鼠 肝 
脏 线 粒 体 脂 质 过 氧化 显著 抑制 , 对 膜 流动 性 的 降低 有 良好 的 抑制 效果 , 同时 能 抑制 线粒体 的 
肿胀 。 

本 文 对 肠 浒 营 多 糖 进行 凌 甲 基 化 修饰 ， 以 获得 不 同 取代 度 的 肠 浒 营 多 糖 ， 并 探索 结构 修 
饰 对 肠 浒 苔 多 糖 体外 抗 氧化 活性 的 影响 , 探究 其 变化 规律 ,为 开发 洲 苦 多 糖 的 生物 功效 商定 


理论 基础 。 
1. 材 料 与 方法 
1.1 材料 


1.1.1 原料 与 试剂 

BWE (Enteromorpha intesinalis), 采 于 中 国 浙江 杭州 湾 ， 由 宁波 大 学 朱文 荣 教 授 鉴 定 。 
AEM, ANE, AAR, KERR, KAR BRZM, SALAR, SAWE, MEK, 
ARAH HRA, MREKZZR, HAMR, AN ARRERA El P^ 4) 
析 纯 : DPPH， 东 京 化 成 工业 株式 会 社 。 
1.1.2 仪器 与 设备 

控 温 磁力 搅拌 器 ， 上 海 志 成 电器 有 限 公 司 ; 旋转 蒸发 仪 ,上海 亚 荣 生化 仪器 三; 电子 天 
平 ， 梅 特 勒 - 托 利多 仪器 有 限 公 司 ; 集 热 式 恒温 加 热 磁力 搅拌 器 ,巩义 市 子 华 仪器 有 限 公 司 ; 
酸度 计 ， 赛 多 利 斯 科学 仪器 (北京 ); DL-5-8 型 离心 机 ， 上 海安 襄 科 学 仪器 厂 ; UV760CRT 
紫外 可 见 分 光 光 度 计 ， 上 海 傲 谱 分 析 仪 器 有 限 公 司 ; 傅立叶 红外 光谱 仪 ,美国 Thermo Fisher 
An: 冷冻 真空 干燥 机 ， 北 京 博 医 康 实 验 仪 器 有 限 公司 。 
1.2 方法 
1.2.1 肠 洲 若 多 糖 提 取 

AWE, FT 505C 下 烘 干 ， 粉 碎 过 20 Hm. sov] ES 83"C 冷 凝 回流 提取 3 次 ， 每 
次 2h， 分 离 残渣 并 干燥 。 称 取 上 述 残 渣 5 g， 按 照 一 定 料 液 比 加 入 蒸馏 水 , 水 浴 提 取 , 抽 滤 ， 
滤液 离心 得 上 清 液 浓缩 ， 加 入 4 倍 体积 无 水 乙醇 沉淀 ，4°C 静 置 48 h, 4000 r» mint, AÙ 


15 min， 取 沉淀 干燥 ， 


1.22 


2016). 


REPRAN E LH 


得 到 上 肠 洲 苔 粗 多 糖 (Enteromorpha intesinalis polysaccharide, EIP) (XI 


肠 洲 苦 粗 多 糖 羧 


基 化 采用 氢 氧 化 钠 - 氧 乙酸 化 学 法 进行 制备 〈Silva et al，2004)。 称 量 
120 mg MWE E. DIA 10 mL 2096 NaOH 和 25 mL HEARR, K, MFE h 后 上 


HI 


pen 
i— 


13135] 5] sk uiti. FER C (25 mL ANEA 3 g 氧 乙 酸 和 10 mL 2096 NaOH 制备 的 混合 液 ) 
逐渐 升温 至 60"C， 搅 拌 3 h， 停 止 反 应 ， 冷 却 至 室温 。 用 1 mol ' 二 
酸 调 pH=7。 用 流水 和 蒸馏 水 分 别 透 析 48 h。 旋 转 蒸 发 溶液 ， 冷 冻 干 燥 ， 得 到 羧 甲 基 化 
苔 多 糖 (Enteromorpha intesinalis polysaccharide carboxymethylation, EIPC) 。 


缓慢 
的 盐 
ar 
1.2.3 


进行 
1.2.4 


NaOH 浓度 : 


滴 入 反应 体系 中 ， 


红外 光谱 分 析 


分 别称 取 2 mg 的 EIP 和 EIPC 加 入 100 mg 干燥 KBr 于 玛瑙 研 钵 中 ， 研 磨 均匀 ， 压 片 。 


红外 光谱 扫描 ， 扫 描 


EIP 羧 甲 基 单 因素 试验 


称 取 EIP 120 mg， 在 氧 乙 酸 用 量 3 g， 反 应 温度 60"C， 反 应 时 间 3h 条 件 


范围 为 4000~400 cm-l。 


下 ， 考 察 不 同 NaOH 浓度 (1096. 1596. 2096. 2596. 3094) 对 浒 苔 多 糖 送 甲 基 化 取代 度 的 


影响 。 


反应 温度 : 称 取 EIP 120 mg， 在 氧 乙酸 用 量 3 g，20% NaOH 浓度 ， 反 应 时 间 3 了 h 条 件 


下 ， 考 察 不 同 温度 (40°C、 


50°C, 60°C, 70°C, 80°C) 对 浒 若 多 糖 羧 甲 基 化 取代 度 的 影响 。 
反应 时 间 : 称 取 EIP 120 mg， 在 氧 乙酸 用 量 3 g， 反 应 温度 60°C, 20% NaOH 浓度 条 人 


B 


下 ， 考 察 不 同 反 应 时 间 (Ih. 2h. 3h. 4h, 5h) AWA Z Be P E BU REIS RE DR 

1.2.5 EIPC 羧 甲 基 化 取代 度 测定 

于 试管 中 分 别 加 入 0.25 mL 0.5 mg * mL 的 EIPC 溶液 和 0.25 mL WAR, 4J, 125°C 
3h 后 取出 ， 再 加 入 2 mL 2,7- 二 羟基 葵 溶 液 ， 混 匀 后 于 沸水 浴 中 加 热 20 min， 冷 却 至 室 


加 热 


温 ， 最 后 力 
同时 ， 


IA 2 mL 的 蒸馏 水 ， 
用 羟基 乙酸 蔡 代 多 糖 样 


计算 EIPC 取代 度 的 值 : 
DS-162A/(76-80A) 


1.2.6 


Jo 


wE 
等 6 


溶剂 


(2.0 mL) 混合 液 的 吸光 度 Aj, 则 DPPH 自由 基 } 
(2) 超 氧 阴离子 清 
精确 量 取 4.5 mL Tris-HCI 溶液 (50 mmol . L1，pH=8.2〉 于 试管 ， 在 25°C 温 水 中 预 热 


20 min， 之 后 依次 加 入 同样 预 热 条 件 下 预 热 的 邻 茶 三 酚 溶 液 (25 mmol * L') 0.3 mL 和 样品 


EUR 


种 不 同 浓度 样品 。 


(1) DPPH 自由 基 清 除 能 
量 取 配制 的 待 测 相 


E 凤 等 ，2016) 来 关 
多 糖 的 抗 氧化 活性 


Ly 


E LH 


以 样品 空 为 对 照 , 测定 其 520 nm 吸收 值 (Eyler et al, 1947). 
品 计算 每 克 多 糖 样品 中 羟基 乙酸 的 克 数 , 记 为 A, 按 以 下 公式 ， 


其 中 ，DS 为 取代 度 ，A 为 每 克 样 品 中 羟基 乙酸 的 克 数 
EIPC 抗 氧化 活性 测定 
通过 测定 EIPC 对 DPPH 自由 基 、 超 氧 阴 离子 自由 基 、 羟 基 自 由 基 的 清除 能 力 和 还 原 能 
JET EIPC 的 抗 氧化 活性 。 本 试验 则 在 比较 不 同 取 代 度 送 
并 将 不 同 取代 度 的 样品 配制 成 0、0.1、0.2、0.4、0.8、1.6 mg * mL! 


FP 基 化 肠 


力 测 定 


品 液 2.0 mL， 加 入 2.0 mL 0.04 mg . mL? DPPH 溶液 (无 水 乙醇 作为 


)， 充 分 混 匀 后 室温 下 避 光 反应 30 min， 在 波长 517 nm 处 测定 其 吸光 度 Ai， 同 时 测定 
无 水 乙醇 〈2.0ml) 与 DPPH (2.0 mL) 混合 液 的 吸光 度 A.， 无 水 乙醇 〈2.0 mL ) 和 样品 液 


青 除 能 


n 


青 除 率 计 算 公 式 : K (%)=[1-(Ai-AjyAc]x100。 


un 


力 测 定 


0.2 mL， 并 迅速 混 匀 倒 入 比 色 亚 , 波长 319 nm 处 测定 吸光 度 Au 每 30s 测 一 次 , 测定 8 次 。 


以 去 


离子 水 作为 空白 对 照 ， 


坐标 ， 时 间 为 横 坐 村 


同样 操作 条 件 下 测定 并 计算 邻 茶 三 酚 自 氧化 速率 Vo。 以 At 为 纵 
VERBI, 


计算 斜率 Vi。 超 氧 阴 离子 自由 基 清 除 率 计 算 公 式 : K 


(%)=(1-VVVojx100。 
G) 羟基 自由 基 的 清除 能 力 测定 
取 0.2 mL 的 FeSO4-EDTA 混合 液 (10 mmol. L1) 于 带 塞 试 管 中 ， 加 入 0.2 mL 的 o- 脱 
氧 核糖 溶液 (20 mmol L€), 然后 再 加 入 0.2 mL 样品 , 并 用 磷酸 缓冲 液 (0.2 mol -L*, pH=7.4) 
定 容 至 1.8 mL, 然后 加 入 0.2 mL 的 H202 C10 mmol .L1), 40°C 恒 温水 浴 1h, 加 入 1mL 2.896 
的 三 氯 乙 酸 终止 反应 ， 再 加 入 1 mL 1% 硫 代 巴 比 受 酸 ， 混 匀 之 后 于 沸水 浴 中 加 热 10 min, 75 
却 后 于 532 nm 处 测 光 吸收 值 As。 以 去 离子 水 为 阴性 对 照 ， 测 定 吸光 值 Ao， 抗 坏 血 酸 为 阳 
性 对 照 ， 测 定 吸 光 值 Ac。 则 样品 的 自由 基 清 除 能 力 计算 公式 : 
K (%) =[1- (As-Ao) / (Ac-Ao) ]x10096 
(4) 还 原 能 力 测定 
移 取 0.5 mL 羧 甲 基 化 多 糖 深 液 与 试管 中 ， 并 加 入 0.5 mL 0.2 mol * L! PBS 缓冲 液 
CpH-6.7) 和 0.5 mL 1% 铁 氰 化 钾 溶 液 ，$0"C 水 浴 锅 恒温 20 min 后 冷却 ， 加 入 0.5 mL 1096 
三 握 乙 酸 溶 液 , 依次 加 入 2 mL 蒸馏 水 ,0.5 mL 0.1% 的 FeCls 溶液 充分 混 匀 , 静 置 10 min 后 ， 
在 紫外 -可 见 分 光 光 度 计 700 nm 波长 处 测定 溶液 吸光 值 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 红外 光谱 分 析 


将 EIP 和 EIPC 样品 置 于 侍 里 叶 红 外 光谱 分 析 仪 Nicolet iS 10 中 进行 光谱 表征 ， 其 测定 
红外 光谱 波长 范围 为 4000~400 cm-!， 结 果 见 图 1。 
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Transmittance (*) 
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2 1 EIP 和 EIPC 红外 光谱 


Fig.1 IR spectrum of EIP and EIPC 
肠 浒 苦 多 糖 的 羧 甲 基 化 修饰 产物 ,不 但 具有 多 糖 的 特征 红外 吸收 峰 : 3441 cem! (O-H), 

1260 cm”, 1204 cm-1、1077 cm! CC-O-HD, Tfi H.E 1611 cm! 羧基 (-COOHD 的 C=O 非 对 
称 振动 吸收 峰 、1422 cem! 处 与 羧基 相连 的 甲 基 COCH) 的 C-H 变 角 振动 吸收 、1328 cm? 处 
C=O 的 对 称 伸 缩 吸收 增强 明显 ， 表 明了 羧 甲 基 化 肠 浒 苦 多 糖 中 羧 甲 基 CCH»COOHO 的 存 
在 。 
2.2 单 因素 试验 

设置 NaOH 浓度 10%、15% 一 30%， 反 应 温度 40"C、50*C 一 80*C， 反 应 时 间 1 h、2 h—5 
究 不 同 因素 对 肠 游 苦 多 糖 羧 甲 基 化 取代 度 的 影响 ， 其 结果 见 图 2。 
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Note: A. the concentration of NaOH; B. reaction temperature; C. reaction time. 


图 2 不 同 


因素 对 EIPC 取代 度 的 影响 


Fig.2 Effects of different factors on the DS of EIPC 

EIPC 的 取代 度 随 NaOH 质量 分 数 的 增 大 呈现 先 增 大 后 减 小 的 趋势 ，NaOH 质量 分 数 为 
20% 时 ， 取 代 度 达到 最 大 ， 为 0.701。 由 于 随 着 NaOH 质量 分 数 的 增加 ，NaOH 的 总 量 增加 ， 
分 子 渗透 到 多 糖分 子 的 机 率 增 加 ， 使 得 肠 洲 苦 多 糖 溶 胀 更 充分 ， 活 性 中 心 也 随 之 增加 ， 其 点 
所 乙酸 接触 反应 的 机 会 增多 ， 相 应 醚 化 反应 效率 更 高 ， 从 而 使 反应 的 取代 度 增 加 。 但 是 ， 如 
果 溶 液 中 存在 过 量 的 NaOH， 会 导致 气 乙 酸 发 生 副 反应 ， 使 得 氯 乙 酸 利用 率 降 低 ， 反 而 会 降 


EIPC 的 取代 度 随 反 应 温度 升 高 呈现 
度 加 快 , 分 子 间 相 互 碰撞 机 会 增加 , 使 多 糖 的 取代 度 不 断 增 加 。 当 反应 温度 到 60°C 时 , EIPC 
的 取代 度 最 大 ， 为 0.701。 当 温度 继续 升 高 ， 造 成 所 乙酸 水 解 副 产 物 增多 和 多 糖 在 碱 性 介质 
中 发 生 降 解 而 使 EIPC 取代 度 降 低 。 因此, 选择 氨 氧 化 钠 - 氧 乙酸 化 学 法 修饰 肠 洗 苦 多 糖 的 反 
应 温度 为 60°C。 
随 着 加 热 反 应 时 间 的 增加 ，EIPC 取代 度 增 加 。 加 热 时 间 1~3 h， 随 着 加 热 时 间 增 加 ， 


反应 活性 中 心 增多 ， 醚 化 反应 速率 加 | 
后 ， 既 会 造成 反应 速率 加 快 ， 但 又 使 其 


乎 不 再 


- 氧 乙酸 化 学 法 


—— 


此 ， 选 择 氧 氧化 钠 - 氧 乙酸 化 学 法 修饰 肠 洲 苦 多 糖 的 NaOH 质量 分 数 为 20%。 


E 增 大 后 减 小 的 趋势 。 温 度 逐 渐 升 高 ， 分 子 运动 速 


K, AE EIPC 的 取代 度 显著 增加 。 当 加 热 时 间 超 过 3 h 
副 产 物 增多 或 不 稳定 中 间 产 物 分 解 ， 造 成 其 取代 度 几 


增加 。 过 长 的 加 热 时 间 不 仅 费 时 ， 也 会 造成 能 源 浪费 。 因 此 ,综合 考虑 选择 气 氧 化 钠 


网 饰 肠 浒 苦 多 糖 的 反应 时 间 为 3h， 此 时 取代 度 为 0.702。 


2.3 Wat es e Xe P EE TS pL US TE RS RE 
2.3.1] DPPH 自由 基 清 除 能 
随 着 取代 度 的 不 断 增 大 ，EIPC 对 DPPH 自由 基 的 清除 作用 呈 下 降 趋势 。 总 体 上 来 看 取 
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代 度 和 清除 率 之 间 并 呈现 比较 明显 线性 规律 ,说 明 羧 甲 基 化 修饰 的 取代 度 越 大 , ant s e a 
对 DPPH 自由 基 的 清除 能 力 越 弱 ， 表 明 羧 甲 基 化 修饰 不 利于 肠 游 苦 多 糖 清除 DPPH 自由 基 
(图 3)。 

EIP 和 EIPC 对 DPPH 自由 基 的 清除 作用 均 是 随 着 多 糖 浓度 的 增 大 而 增 大 ， 当 多 糖 浓 度 
为 0.8 mg - mL! Ff, xf DPPH 自由 基 的 清除 效果 最 好 ， 其 值 分 别 为 20.14%、39.24%， 当 大 
于 0.8 mg *mL' Hj, EIP 和 EIPC 对 DPPH 自由 基 的 清除 能 力 有 所 下 降 。 在 同一 浓度 下 ，EIP 
的 清除 率 是 EIPC 的 2 倍 (图 4)。 

2.3.2 还 原 性 能 力 

多 糖 的 还 原 能 力 与 其 吸光 度 值 呈正 相关 , 吸光 度 值 越 大 表明 其 还 原 能 力 越 强 。 故 通过 比 
较 吸光 度 值 的 大 小 可 以 用 来 评价 多 糖 的 抗 氧化 性 强 弱 。 随 着 取代 度 的 不 断 增 大 , FP ELE 
游 茸 多糖 的 还 原 性 作用 呈 下 降 的 趋势 , 即 羧 甲 基 化 修饰 的 取代 度 越 大 , 肠 洲 苔 多 糖 的 还 原 性 
能 力 越 弱 ， 表 明 羧 甲 基 化 修饰 不 利于 肠 游 苦 多 糖 还 原 性 的 发 挥 〈 图 3 )。 

在 一 定 的 浓度 范围 内 ，EIP 和 EPC 的 还 原 能 力 与 浓度 呈正 相关 ， 当 多 糖 浓 度 为 0.8 
mg .mL 时 ， 吸 光度 值 分 别 为 1.26、0.59， 当 浓度 大 于 0.8 mg: mL: 时， 其 清除 能 力 均 略 有 
下 降 。 与 Ve 相 比 ，EIP 和 EIPC 的 还 原 能 力 都 比较 低 ， 且 EPC 的 还 原 能 力 最 低 〈 图 4)。 
2.3.3 羟基 自由 基 清 除 能 

随 着 取代 度 的 不 断 增 大 ， 羧 甲 基 化 肠 浒 若 多 糖 对 羟 自 由 基 的 清除 作用 呈 上 升 趋势 。 在 
一 定 的 取代 度 范围 内 EPC 对 羟 自 由 基 的 清除 率 呈 持续 上 升 的 趋势 ， 总 体 上 ， 羧 甲 基 化 修饰 
的 取代 度 越 大 , 肠 洗 苔 多 糖 的 清除 羟 自 由 基 的 能 力 越 弱 , 表明 羧 甲 基 化 修饰 有 利于 肠 浒 苦 多 
糖 清除 羟 自 由 基 《〈 图 3)。 

EIP 和 EIPC 的 羟基 自由 基 清 除 能 力 均 是 随 着 浓度 的 增 大 而 缓慢 增 大 。 当 浓度 为 1.6 
mg "mLL 时 ， 羟 基 自 由 基 的 清除 能 力 趋 于 平缓 ， 其 值 分 别 为 19.84%、44.45%。 同 一 浓度 下 ， 
羧 甲 基 化 修饰 后 的 肠 游 苦 多 糖 清除 率 将 近 是 未 羧 甲 基 化 的 2 倍 。 与 Ve 的 羟基 自由 基 清 除 能 
力 对 比 , 修饰 后 的 清除 能 力 显 著 增加 , 说 明 肠 浒 苔 多 糖 的 着 甲 基 化 修饰 有 利于 其 对 羟基 自 
基 的 清除 能 力 〈 图 4)。 

2.3.4 超 氧 阴离子 清除 能 

EIPC 对 超 氧 阴离子 自由 基 的 清除 能 力 ， 总 体 上 是 随 着 取代 度 的 增 大 而 增 大 ， 与 其 对 羟 
自由 基 的 清除 率 类 似 〈 图 3)。 

EIP 和 EIPC 对 超 氧 阴离子 的 清除 作用 均 是 随 着 浓度 的 增 大 而 增 大 ， 当 浓度 为 1.6 
O mg. mL! Et, HjESU EY RREI 28.94%, 51.9896. E—RETF, RPR 

饰 的 肠 浒 若 多 糖 清 除 率 与 未 修饰 的 相 比 ,其 超 氧 阴离子 的 清除 能 力 有 很 大 的 提升 ， 说 明 羧 甲 
基 化 修饰 对 肠 游 芝 多糖 清除 超 氧 阴离子 能 力 的 有 显著 的 增强 作用 。 说 明 肠 游 苦 多 糖 的 羧 甲 基 
化 修饰 有 利于 其 对 超 氧 阴离子 的 清除 作用 (图 4)。 
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HE: A. 取代 度 与 其 DPPH 自由 基 的 清除 作用 的 关系 ; B. 取代 度 与 其 还 原 性 能 力 的 关 
fi C. 取代 度 与 其 清除 羟 自 由 基 能 力 的 关系 ; D. 取代 度 与 其 清除 超 氧 阴 离子 能 力 的 关系 。 
Note: A. Relationship between substituting degrees and its DPPH free radical scavenging 
effect; B. Relationship between substituting degrees and its reducing ability; C. Relationship 
between substituting degrees and its ability to scavenge hydroxyl radicals; D. Relationship 
between substituting degrees and its ability to scavenge superoxide anion. 


图 3 取代 度 对 肠 浒 昔 多 糖 羧 甲 基 化 抗 氧化 活性 的 影响 
Fig. 3 Effect of Substitution Degree on Antioxidant Activity of Enteromorpha intestinalis 


polysaccharides carboxymethylation 
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后 的 羟基 自由 基 清 除 能 力 ;，D. 修饰 前 后 的 超 氧 阴离子 清除 能 力 。 
Note: A. Scavenging effect of DPPH free radicals before and after modification; B. Reducing 


ability before and after modification; C. Hydroxyl radical scavenging ability before and after 
modification; D. Superoxide anion scavenging ability before and after modification. 


图 4 修饰 前 后 肠 浒 苦 多 糖 的 抗 氧 化 活性 


Fig. 4 Antioxidant activity of Enteromorpha intestinalis polysaccharides before and after 


modification 


通过 氧 氧化 钠 - 氧 乙 酸 法 对 肠 浒 苦 多 糖 进行 羧 甲 基 化 修饰 ， 羧 甲 基 化 程度 受 氧 氧 化 钠 浓 
度 、 反 应 温度 及 反应 时 间 的 影响 。 当 120 mg 肠 浒 苦 多 糖 、20% 的 异 丙 醇 - 氧 氧 化 钠 浓 、3.0 g 
AAR, RME 60"C、 反 应 时 间 3 h，EIPC 的 取代 度 最 大 ， 为 0.781。 在 该 实验 中 ， 肠 浒 
苦 多 糖 对 清除 羟 自 由 基 以 及 清除 超 氧 阴离子 自由 基 的 能 力 的 增幅 比较 大 ， 当 浓度 为 
1.6mg . mL 时 ， 对 羟 自 由 基 的 清除 效果 由 原来 的 22.45% 增 加 到 了 44.46%， 清 除 超 氧 阴 离 
自由 基 的 能 力 由 28.94% 增 加 到 了 51.98%。 而 其 清除 DPPH 自由 基 的 能 力 和 还 原 性 能 力 均 
着 肠 浒 蔡 多 糖 浓 度 的 增 大 而 增 大 ， 但 是 修饰 后 的 肠 浒 苔 多 糖 清除 DPPH 自由 基 的 能 力 和 
原 性 能 力 均 降低 。 可 能 是 由 于 在 化 学 修饰 后 , 活性 部 位 被 修饰 , 而 导致 抗 氧化 活性 的 差异 。 
着 取代 度 的 增 大 , 对 清除 羟 自 由 基 以 及 清除 超 氧 阴离子 自由 基 的 能 力 而 呈 非 线性 增 大 , 对 
清除 DPPH 自由 基 的 能 力 和 还 原 性 能 力 而 减 小 ， 凑 甲 基 化 修饰 可 以 改变 肠 浒 苔 多 糖 的 抗 氧 
化 活性 , 但 是 凑 甲 基 化 修饰 的 取代 度 并 不 是 影响 其 抗 氧化 活性 的 唯一 因素 。 因 此 ， 化 学 修饰 
是 改变 肠 浒 苔 多 糖 活 性 的 一 种 重要 手段 , 无 论 是 在 生产 应 用 上 , 还 是 在 活性 部 位 识别 的 研究 
上 ， 都 有 重要 的 意义 。 

参考 文献 


SUN SH, 2007. Research on Regulating Blood Sugar and Rlood Lipid of Alkali Extracted Polysaccharide from 
mteromorpha[D]. Jilin: Northeast Normal University. [ 孙 士 红 , 2007. 碱 提 洲 苔 多 糖 降 血糖 、 降 血脂 生物 活 

性 研究 [D]. 吉林 : 东北 师范 大 学 .] 

WU C, MA JH, GAO H, et al, 2013. Nutrition analysis and food safety evaluation of green tide algae in 2010[J]. J 
Fish Chin ,37(01):141-150. [R Ð, Ze, mx, 55,2013. 2010 年 绿 潮 菠 营养 成 分 分 析 及 其 食用 安全 性 

评价 四 .水 产 学 报 ,37(01):141-150.] 

KIM J K, CHO M L, Karnjanapratum S, et al, 2011. In vitro and in vivo immunomodulatory activity of sulfated 


EE 


polysaccharides from Enteromorpha prolifera|J]. Int J Biol Macromol, 49(5):1051-1058. 

SHI XL, ZHANG JJ, WANG J, et al, 2009. Polysaccharides from Enteromorpha linza: Purification and in vitro 
antioxidant activity[J]. Chin J Mar Drug,28(3): 44-49. | [ 石 学 连 ， 张 晶 晶 ， 王 晶 ， 等 , 2009. 浒 苦 多 糖 的 分 
级 纯化 及 体外 抗 氧化 活性 研究 [J]. 中 国 海洋 药物 杂志 ,28(3): 44-49. ] 

JIAO L, LI X, LI T, et al, 2009. Characterization and anti-tumoractivity of alkali-extracted polysac charide from 


Enteromorpha intestinalis [J]. Int Immunopharmacol, 9(3): 324-329. 

LIN WT, ZHANG ZF, 2009. Study on effect of Enteromorpha prolifera polysaccharide on hyperlipidemia and 
anti-lipid peroxidation in rats[J]. Chin J Publ Heal, 25(5): 567-569. [ 林 文 庭 ， 张 智 芳 , 2009. 浒 苦 多 糖 降 血 脂 
及 抗 脂 质 过 氧化 作用 [加 . 中 国 公共 卫生 , 25(5): 567-569. ] 

CHEN FR, WU XN, CHEN H, 2012. Study on regulation of immunity function of macrophage cell line RAW264. 


7 by crude polysaccharide extracted from enteromorpha[J]. Strait Journal of Preventive Medicine,18(2):4-6. 
MEFA RA, Bigi2012.F 2; NEC DE V3] 3 ESI ZRLUR AW2.64.7 6E EJ BE ET [J]. 海峡 防御 医学 
杂志 ,18(2):4-6. ] 

LI B, Liu S, XING RG, et al, 2013. Degradation of sulfated polysaccharides from Enteromorpha prolifera and 


their antioxidant activities[J]. Carbohyd Polym, 92(3):1991-1996. 

JIAO LL, LI X, LI TB, et al, 2010. Characterization and anti-mutor activity of alkali-extracted polysaccharides 
from Enteromorpha intestinalis [J]. Biotechnol Bioprocess Eng, 15(6):421-428. 

WANG XM, ZHANG ZS, YAO ZY, et al, 2013.Sulfation, anticoagulant and antioxidant activities of 
polysaccharide from green algae Enteromorpha clathrata[J]. Int J Biol Macromol, 58:225-230. 

SHEN LH, LIU LX, CHEN G, et al, 2013. Research progress in structural modification of polysaccharide[J]. Drug 
Eval Res ,36(6):465. [PHRF XIMIK, Bou, SE, 2013.4 Wi (o E MEE TS A A ERIE 
研究 ,36(6):465. ] 

PARVATHY KS, SUSHEELAMMA N S, THARANATHAN RN et al, 2005. A simple non-aqueous method 


for carboxymethylation of galactomannans[J]. Carbohyd Polym 62(2):137-141. 

WANG Y, YANG YL, DENG CH, et al, 2000. Preparation of Carboxymethylated Hunai Polysaccharide and Study 
on Its Antioxidative Activities. [J]. Prog Biochem Biophys, 27(4): 411-414. [王座 ， 杨 祥 良 ， 邓 成 华 ， 等 ， 
2000. 羧 甲 基 化 虎 奶 多 糖 的 制备 及 抗 氧化 性 研究 加 . 生物 化 学 与 生物 物理 进展 , 27(4): 411-414. ] 

LIU YF, JIA SY, HAO ZB, et al, 2016.Optimization on microwave-assisted extraction of polysaccharides from 
Enteromorpha intestinals [J].Food & Machinery, 32(7): 152-155.[xl|-E A, HWA, SERE, £, 2016. 肠 浒 
苦 多 糖 微波 辅助 提取 工艺 的 优化 中. 食品 与 机 械 , 32(7): 152-155.] 

SILVA DA, PAULA R CMD, FEITOSA JPA, et al, 2004. Carboxymethylation of cashew tree exudate 
polysaccharide[J]. Carbohyd Polym,, 58(2):163-171. 

EYLER RW, Klug ED, DICPHUIS Floyd, 1947. Determination of degree of substitution carboxy 
methylcellulose [J]. Anal Chem, 19(1).24-2. 

LIU Y F, JIA SY, LIU FF, et al, 2016. Antioxidant activity of sulfated polysaccharides with different substituting 
degrees from Enteromorpha intestinalis [J].Science and Technology of Food Industry ,37(19):142-152. [xl] -E 
凤 ， 贾 淑 蜂 ， 刘 飞 飞 ， 等 , 2016. 不 同 取代 度 的 硫酸 化 肠 游 苦 多 糖 抗 氧化 活性 研究 加 .食品 工业 科 
技 ,37(19):142-152. ] 


B. Dave Oomah, Giuseppe Mazza, 1996. Flavonoids and Antioxidative Activities in Buckwheat[J]. J.agric.food 
Chem, 44(7):1746-1750. 

YAO QP, WEI YL, YANG Q ,et al, 2017. Carboxymethylated Modification and Antioxidant Activity of Rape 
Pollen Polysaccharides[J]. Food Res Dev,38(17):26-30. [ 姚 秋 萍 ， 卫 亚 丽 ， 杨 琼 ， 等 , 2017.18 SE 369] e WR 

甲 基 化 分 子 修 饰 及 其 抗 氧 化 研究 四 .食品 研究 与 开发 ,38(17):26-30. ] 

ZHANG YT, HAN LQ, CHI YL, et al, 2017. Carboxymethylation and antioxidant activity of rhodiola 
polysaccharide[J]. Chin J Publ Heal ,33(10):1462-1465. [ 张 洋 婷 ， 韩 丽 琴 ， 和 都 艳丽 ， 等 , 2017. 红 景 天 多 糖 
羧 甲 基 化 修饰 及 其 抗 氧化 活性 四. 中国 公共 卫生 ,33(10):1462-1465. ] 

ZHANG ZJ, ZHANG YY, 2017. Advances in Molecular Modification of Polysaccharides [J]. Food Industry,38(05): 
253-257. KHE, IHH, 2017. 多 糖分 子 修饰 研究 进展 四 .食品 工业 ,38(05):253-257.] 

JING L, WENTING S, XU S, et al, 2017. Carboxymethylation of corn bran polysaccharide and its bioactive 
property [J]. Int J Food Sci Technol,52(5):1176-1184. 

CAO LL, LI L, WANG F, et al, 2017.Antioxidant and Antineoplastic Activities of Carboxymethyled 
Polysaccharide from Fruits of Phyllanthus emblic L. [J]. J Chin Inst Food Sci Tech,17(10):57-63. [ 曹 莉 莉 , 李 
亮 ， 王 芳 ,2017. 羧 甲 基 化 修饰 余 甘 多 糖 及 生物 活性 研究 四. 中国 食品 学 报 ,17(10):57-63. ] 


E 


